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Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Karoliny Danuty Wasilewskiej-Sakowskiej
Pt
S~WPLYW MODYFIKACJH WYBRANYCH ETAPOW TECHNOLOGH
KRIOKONSERWACJI NASIENIA KNURA NA WEASCIWOSCI
BIOLOGICZNE PLEMNIKOW”

I. PODSTAWA PRAWNA I OCENA FORMALNA

Recenzja zostala opracowana na wniosek Wydzialu BioinZzynierii Zswierzat Uniwersytetu
Warmifisko-Mazurskiego, zgodnie z wymaganiami Ustawy z dnia 14 marea 2003 roku
o stopniach i tytule naukowym oraz o stépniach i tytule W zakresic sztuki wraz z poZniejszymi
zmianami {Dz. U. z 2003 1, Nr 65, poz. 595; Dz.U. z 2005 r, Nr 164 poz. 1365 oraz Dz.U. z 2011
r. Nr 84 paz4, Dz U. 220171, poz. 1‘?&9{}:__ _ '

Przedstawiona do ocenj«; prgxéa “’épéinia warunki formalne okredlone w wiw. Ustawie
i rozporzadzeniach Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyz'_szcgﬁ oraz Komisji Centralnej
ds. do S'praw Stopni i Tytutéw. Materialy zostaly przygetowane przejrzyscie i w sposob

umozliwiajgcy wilasciwg 1 pelna oeene oraz zapoznanie si¢ z istotg osiagnigcia naukowego.

II. PROBLEM NAUKOWY I ZNACZENIE BADAN
Uzycie mrozonego nasienia knura w praktyce hodowlanej jest nadal ograniczone 1 ksztattuje

sic na bardzo niskim poziomie ogdlnej liczby wykenywanych zabiegéw inseminacyjnych




wyzwania badawcze oraz pytania, np. jaka jest rola bialek oplaszczajacych na funkcje
biochemiczne plemnikéw, ktére systemy biatkowe plazmy nasienia i plazmolemy plemnikéw
posiadajg wiasciwosci krioprotekeyjne, jakie sa mechanizmy tego dziatania?

W ten szeroki i nowatorski nurt badari wigcza sie praca doktorska pani mgr inz. Karoliny
Wasilewskiej-Sakowskiej. Nalezy wiec podkreslié, ze zagadnienia poruszane W pracy
doktorskiej sg bardzo aktualne. Uwazam, ze podjeta tematyka badawcza jest oryginalna,
nowatorska i wazna zaréwno dla badan podstawowych, w zakresie poszerzenia wiedzy na temat
biochemii plazmy nasienia knura oraz proceséw odpowiedzialnych za jego jakosé,
przezywalnos¢, a takze ma istotne znaczenie praktyczne w odniesieniu do rozwoju nowych

metod biotechnologii rozrodu zwierzat, szczegélnie §wit.
III. OPISI OCENA PRACY

Rozprawe doktorska mgr inz. Karoliny Wasilewskiej-Sakowskiej stanowig, wg zalgczone;
dokumentacji, cztery wskazane przez Doktorantke, monotematyczne, oryginalne prace
eksperymentalne, opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych indeksowanych
przez J oﬁmal Citation Report o wspélczynniku oddzialywania (Impact Factor — IF) od 0,802 do
1,647 (IF wg roku wydania publikacji):

1) Wasilewska K, Zasiadczyk E, Fraser L, Mogielnicka-Brzozowska M, Kordan W.
2016. The benefits of cooling boar semen in long-term extenders prior to
cryopreservation on sperm quality characteristics. Reproduction in Domestic
Animals 51(5): 781-788 (IF=1,400; 25pkt, 100 wg nowej punktacji).

2) Wasilewska K, Fraser L. 2017. Boar variability in sperm cryo-tolerance after cooling
of semen in different long-term extenders at various temperatures. Animal
Reproduction Science 185: 161-173 (IF=1,647; 30pkt, 100 wg nowej punktacyji).

3) Wasilewska-Sakowska K, Zasiadczyk I, Fraser L. 2019. Effect of fractionated
seminal plasma on sperm characteristics following cryopreservation of boar semen.
Annals of Animal Science 19(3): 695-712 (IF=1,515; 15pkt, 100 wg nowej
punktacyi).

4) Wasilewska-Sakowska K, Zasiadczyk I, Fraser L, Strzezek J, Karpiesiuk K. 2019.
Effect of post-thaw supplementation of fractionated seminal plasma on survival of
boar spermatozoa. Polish Journal of Veterinary Sciences 22 (3) (IF=0,802; 20pkt,

40 wg nowej punktacji).
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Prace opublikowano w latach 2016-2019. Do rozprawy dotgczono o$wiadczenia wspélautorow
prac, ktérzy potwierdzili, ze sformutowanie probleméw badawczych, koncepcja prac, wybér
metod badawczych, koordynacja pracy zespotu badawczego, wykonanie badadi i analiza
wynikow oraz prezentacja i przygotowanie manuskryptéw w przewazajacym procencie byly
autorstwa Pani mgr inz. Karoliny Wasilewskiej-Sakowskie;.

Rozprawa doktorska - cztery wskazane przez Doktorantke prace posiadaja nastepujace
wartos¢ parametryczne:

1. Sumaryczny Impact Factor = 5,364

2. Punkty oceny parametrycznej MNiSW = 90 (340 wg nowej punktacji)
Co jest godne podkreslenia dwie pierwsze prac byly juz cytowane w literaturze §wiatowej -
taczna liczba cytowan wynosi 8 (Web of Science; 06.09.2019 r.)

Dane te sg mierzalne i obiektywnie, w sposéb jednoznaczny $wiadcza o wysokiej jakosci
1 znaczeniu dla nauki wynikéw badan zawartych w rozprawie doktorskiej Pani mgr inz.
Karoliny Wasilewskiej-Sakowskiej. Wskazniki bibliometryczne (dane z bazy WoSci) nalezy
uzna¢ za bardzo wysokie, uwzgledniajac fakt, iz mamy do czynienia z rozprawg doktorska oraz
uwzgledniajge specyfike i specjalnosé naukows - badania z zakresu biotechnik i biotechnologii
rozrodu zwierzat gospodarskich.

W mojej ocenie cztery prace zgloszone jako rozprawa doktorska stanowig zwarty,
jednorodny cykl nowatorskich i wartodciowych prac badawczych z zakresu badan
podstawowych i stosowanych, opisujacych parametry i jakos¢ plemnikéw knura oraz ocene
przydatnosci technologicznej réznych rozcieficzalnikéw stosowanych w technologii

konserwacji nasienia, a w szczego6lnoscei ich specyficznych biatkowych komponentow.

Generalnym celem badati bylo wyjasnienie czy istnieje i jaki jest wplywu réznych
czynnikéw oraz procedur biotechnologicznych (rodzaj, sklad i Sposéb  zastosowanie
rozcienczalnika, czasu i temperatury przechowywania, metod oplaszczania plemnikow)
na jakos¢, wiasciwosci biologiczne i przechowalnoéé kriokonserwowanych plemnikéw knura.
Poszczegolne wyniki badaf ukladaja sie w logiczng i konsekwentng catos¢, dokumentujac
poprawnos¢ postawionych hipotez badawczych, wlasciwosé wyboru metodyki, co pozwolito na
wyciggnigeie wnioskéw ogélnopoznawczych, ale takze wskazan praktycznych mogacych
znalez¢ zastosowanie w biotechnikach i biotechnologii rozrodu éwin. Uzyskane wyniki
posiadajg wigc zaréwno bardzo wysoki aspekt poznawczy, ale takze majg bardzo istotne
wartosci aplikacyjne.

Prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej zostaly juz pozytywnie ocenione przez co

najmniej 8-ciu do 12-tu niezaleznych specjalistéw z zakresu biologii i biotechnologii rozrodu




oraz przez kolegia redakcyjne czasopism naukowych z obszaru nauk o zwierzetach (biologii
reprodukcyijnej) oraz weterynarii. Wynika z tego, ze badania mgr inz. Karoliny Wasilewskiej-
Sakowskiej  zawarte w  rozprawie doktorskiej  znalazly wuznanie W  nauce,
co stanowi najlepsze $wiadectwo ich wartodci poznawczych, nowatorstwa, wartosci warsztatu
naukowego i aktualnosci podjetej tematyki. Stad moja ocena ograniczy¢ sie moze, co najwyzej,
do podkreslenia znaczenia prac dla rozwoju dziedziny naukowej oraz krétkiej charakterystyki
kazdej z prezentowanych prac.

Celem pracy nr 1. [Wasilewska i wsp. The benefits of cooling boar semen in long-term
extenders prior to cryopreservation on sperm quality characteristics. Reproduction in Domestic
Animals (2016) 51(5):781-788] byto zbadanie wplywu 24-godzinnego okresu przechowywania
nasienia knura w 10°C w réznych dhugoterminowych rozcieficzalnikach na ruchliwoéé
plemnikéw, integralno$é ich blony oraz zywotnosci (poprzez pomiar zmian apoptotycznych)
przed i po zamrazaniu-rozmrazaniu. W pracy wykazano, ze zaréwno rdzne warianty
rozcieczalnikéw jak i ich komponenty oraz temperatura schtadzania (HT 1 oraz HT 2) maja
wplyw na parametry ruchu plemnikéw przed zamrozeniem. Wskazano, iz  komponenty
rozcienczalnikow wplywajg korzystnie na parametry ruchu plemnikéw przed ich zamrozeniem.
Ponadto Doktorantka wskazuje, iz substancje zawarte w uzytych rozciefczalnikach wptywaja
korzystnie na funkcjonalno$é blon mitochondrialnych (MMP) oraz integralnosé plazmolemy
(PMI) plemnik6w po zamrozeniu-rozmrozeniu. Wynik ten jest bardzo istotny, majac na uwadze
fakt, iz ocena integralnosci blon plazmatycznych plemnikéw jest bardzo waznym wskaznikiem
jakodci i wiasciwosei biologicznych plemnikéw. Doktorantka sugeruje, ze przechowywanie
nasienia knura w réznych rozciedczalnikach dlugoterminowego przechowywania przed
zamrozeniem wywiera zroznicowany wptyw ochronny na funkcje nasienia po rozmrozeniu.
Ponadto wyniki sugeruja, iz plemniki trzymane w przedtuzaczach AHP i ASP przez 24 godziny
w 10°C wykazaly wigkszg tolerancje na kriokonserwacje, co przejawiato sie ich wiekszg
ruchliwoscia, whasciwymi funkcjami mitochondriéw, i stabilna integralnoscig blony komorkowej
oraz ich zywotnoscia.

W pracy nr 2. [Wasilewska & Fraser L. Boar variability in sperm cryo-tolerance after
cooling of semen in different long-term extenders at various temperatures. Animal Reproduction
Science 2017; 185:161-173] poréwnano grupy knuréw o dobrej i stabej przydatnosci nasienia
do zamrazania okreslajac jakosci nasienia przed mrozem i po rozmrozeniu nasienia
konserwowanego w réznych typach dlugoterminowych rozciericzalnikéw i dla réznych czaséw
przechowywania. Zaobserwowano, ze profile biatek plemnikowych ze $wiezego oraz
kriokonserwowanego nasienia réznily sie istotnie pomiedzy ejakulatami o dobrej i zlej

przydatnosci do zamrazania pod wzgledem liczby i typéw biatek zwiazanych z plazmolema




plemnikéw. Wykazano, iz zastosowanie okresu schladzania préb nasienia w rozcienczalnikach
dfugoterminowych w temperaturze 10°C przez 24 godziny wplywato korzystnie na whasciwosci
biologiczne plemnikéw po rozmrozeniu.

W pracy trzeciej [Wasilewska-Sakowska i wsp. Effect of fractionated seminal plasma
on sperm characteristics following cryopreservation of boar semen. Annals of Animal Science
2019; 19(3): 695-712] zbadano wplyw frakcjonowania osocza na cechy nasienia knura
po kriokonserwacji poréwnujac profile elektroforetyczne frakeji biatkowych plazmy nasienia.
Nie zaobserwowano znaczacych réznic osobniczych w profilach chromatograficznych ani
profilach elektroforetycznych poszczegllnych frakcji oraz zmian jakoéci nasienia swiezego
u poszezegblnych knuréw. Jednakze wykazano, ze dodatek do nasienia frakcjonowanej plazmy
nasienia przed mrozeniem miato bardzo istotny wplyw na parametry ruchu, integralnoéé bton
plazmatycznych i zywotnosé kriokonserwowanych plemnikéw knura, czynigc je mniej
podatnymi na uszkodzenie przez kriokonserwacje. Obecne we frakcjonowanej plazmie nasienia
substancje biatkowe, jak i niebiatkowe, obnizajg wrazliwo$¢ plemnikéw na krio-uszkodzenia.
Komponenty obu frakcji plazmy nasienia wywieraly krio-protekcyjne dziatanie poprzez
stabilizacje blon plazmatycznych plemnikéw podczas zamrazania — rozmrazania nasienia.
Najkorzystniejszy wptyw na przezywalnosé plemnikéw miata frakcjonowana plazma nasienia
pochodzaca od knuréw charakteryzujgeych sie dobra przydatnodcia nasienia do zamrazania.

W ostatniej pracy wlaczonej do rozprawy doktorskiej [Wasilewska-Sakowska i wsp.
Effect of post-thaw supplementation of fractionated seminal plasma on survival of boar
spermatozoa. Polish Journal of Veterinary Sciences 2019; 22(3)] opisano wptyw suplementacji
frakcjonowanej plazmy nasienia na przezycie plemnikéw knuréw o dobrej i stabej zdolnosci
zamrazania nasienia. Przy zastosowaniu dwu-kierunkowej elektroforezy w  zelu
poliakryloamidowym (2D-PAGE) wykazano wyrazne réznice w profilach biatkowych frakcji od
knur6w o nasieniu o dobrej i stabej zdolnosci zamrazania. Opisano wptyw dodatku frakcji
plazmy nasienia po rozmrozeniu, pochodzacych od knuréw o dobrej przydatnosci nasienia
do zamrazania na przezywalno$é kriokonserwowanych plemnikéw. Stwierdzono WYZSzg
integralno$¢ blon plazmatycznych rozmrozonych plemnikéw oraz ich zywotno$é po dodaniu
frakcjonowanego nasienia w poréwnaniu do préb nasienia konserwowanego samym
rozcienczalnikiem. Wyniki potwierdzily, ze w zaleznoéci od skiadu i réznej masy atomowej,
obecnos$¢ ochronnych skladnikéw biatkowych frakcjonowanej plazmy nasienia knuréw
charakteryzujacych sie¢ dobra przydatnodcia nasienia do zamrazania, znacznie poprawia
przezycie plemnikéw i przyczynia sie do zachowania funkcjonalnodci plemnikéw podczas

przechowywania zamrazanego-rozmrazanego nasienia.




Do szezegélnie istotnych, nowatorskich i oryginalnych odkryé zawartych w rozprawie
doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Wasilewskiej-Sakowskiej zaliczam:

1. wykazanie, ze dodatek frakcjonowanej plazmy nasienia o masie czgsteczkowej powyzej
40 kDa i ponizej 40 kDa na roznych etapach procedury kriokonserwacji moduluje
podatno$¢ plemnikéw na uszkodzenia kriogeniczne, co przejawia sie  wyzszg
przezywalnoscig nasienia po rozmrozeniu,

2. wskazanie, iz, obecne we frakcjonowanej plazmie nasienia substancje biatkowe, jak
i niebiatkowe, obnizajg wrazliwogé plemnikéw na krio-uszkodzenia,

3. wykazanie, iz komponenty obu frakcji plazmy nasienia wywieraja krio-protekcyjne
dzialanie poprzez stabilizacje blon plazmatycznych plemnikéw podezas zamrazania —
rozmrazania nasienia,

4. opisanie i scharakteryzowanie frakcji biatkowych plazmy nasienia w zaleznogci
od przydatnosci nasienia do zamrazania (krio-konserwacji).

W swojej pracy doktorskiej mgr inz. Karolina Wasilewska-Sakowska wykorzystala szereg
nowoczesnych i zaawansowanych metod badawczych i analitycznych. Oprécz standardowych
metod oceny plazmy nasienia i funkcji plemnikéw, na podkreslenia zashuguja zaawansowane
analizy proteomiczne, w tym, analizy SDS-PAGE oraz elektroforeza 2D-PAGE oraz analizy
funkcjonalnoéci bton mitochondrialnych plemnikéw oraz integralnosci plazmolemy.

Prace doktorska mgr inz. Karoliny Wasilewskiej-Sakowskiej oceniam bardzo pozytywnie.
Rozprawa wnosi duzy wkiad w rozw¢j dziedziny naukowej oraz posiada duze znaczenie
aplikacyjne. Wykonanie badan wymagato duzego zaangazowania i wkladu pracy, wspélpracy
oraz bardzo dobrej znajomodci wielu technik i metod badawczych. Wyniki badai moga

przyczynic sie do znacznego postepu w technologii krio-konserwacji nasienia knura.

IV. PODSUMOWANIE I WNIOSEK KONCOWY

Doktorantka podjela bardzo trudny temat i niezwykle istoty ze wzgledow
ogdlnopoznawezych i praktycznych. Realizacja postawionych celéw badawczych wymagala
zaangazowania duzego potencjatu metodycznego, jaki i zapewne pracy zespolowej, a takze
zmudnego zbierania oryginalnego materiatu badawczego mogacego na koniec stanowié baze do
przeprowadzenia odpowiednich analiz.

W mojej opinii rozprawa doktorska Pani mgr inz. Karoliny Danuty Wasilewskiej-
Sakowskiej wnosi istotny wkiad w rozwoju nauki z zakresu biologii i biotechnologii rozrodu
swin. Oceniana rozprawa nie tylko dostarcza nowych danych, ktére wzbogacaja juz istniejacy
wiedze na temat biochemicznych podstaw regulacji funkcji nasienia, mechanizméw

molekularnych odpowiedzialnych za jakogé i przezywalnos¢ nasienia w drogach rodnych $wini,




ale réwniez stanowi doskonaly podstawa do dalszych badan stosowanych, zmierzajacych
do opracowania nowych strategii doskonalenia kriokonserwacji nasienia, w tym zastosowania
czynnikéw biatkowych plazmy w optymalizacji kriokonserwacji nasienie knura.

Ponadto, na podstawie analizy wynikéw ocenianej rozprawy doktorskiej mozna uznaé, ze
Doktorantka posiada nie tylko zaséb wiedzy teoretycznej z zakresu biologii (morfologii i funkcji
meskiego uktadu rozrodczego $wini) oraz biotechnologii rozrodu, ale poznata réwniez
i przyswoita wiele nowoczesnych narzedzi badawczych, takich jak: metody biologii
molekularnej, metody immunodiagnostyczne i biochemiczne, biotechniki rozrodu oraz wyrdznia
ja posiadanie wielu cech istotnych w pracy badacza: motywacja, ambicja, pracowito$é, zdolnosé
do pracy zespotowej i dociekliwo$é. Nalezy mie¢ nadzieje, ze w niedtugim czasie Doktorantka
stanie si¢ w petni uksztattowanym, pelnym inwencji i samodzielnosci miodym pracownikiem
badawczym, z duzym potencjatem badawczym i dydaktycznym.

Przedstawiona do oceny praca doktorska pani mgr inz. Karoliny Danuty Wasilewskiej-
Sakowskiej, p.t.: ,,Wplyw modyfikacji wybranych etapéw technologii kriokonserwacji nasienia
knura na wlasciwosci biologiczne plemnikéw” spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim
okreslone w Ustawie o stopniach. naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. 2017 nr 65 poz. 1789), w zw. z artykutem
179, ust. 1, Ustawy z dnia 3 lipca 2018 1., Przepisy wprowadzajace — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669).

Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Danuty Wasilewskiej-
Sakowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whnioskuje réwniez do Wysokiej Rady Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat
0 wyréznienie pracy doktorskiej pani mgr Karoliny Danuty Wasilewskiej-Sakowskiej

odpowiednia nagroda naukowsg.

prof. dr hab. n. wet. Dariusz J. Skarzynski

ZAKLAD IMMUNOLOGII I PATOLOGII ROZRODU
tel. (089) 539-31-30; fax: (089) 539-31-30; e-mail: d.skarzynski@pan.olsztyn.pl

http://www.pan.olsztvn.pl/zipr




